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論文内容要　旨
肺癌治療の第1選択薬としてGemcitabine(GEM)が広く使用されているが､その奏功率は10%程
度と低く､未だ十分な成績は得られていない｡薬物トランスポーター及び代謝酵素は､臓器特異性･
組織移行性･細胞内効果の規定因子であり､これら分子を標的とL GEM感受性規定因子に関する
研究が数多くなされてきたが､未だ同定には至っていない｡
第1章では､ LC-MS/MSによるタンパク質同時絶対定量法を用い､ GEM感受性の異なる7種類
のヒト腰癌細胞株及び10患者の肺癌組織における膜タンパク質､ GEM関連代謝酵素計100種類の
タンパク質発現プロファイルを明らかにした｡ヒト障癌細胞株において7種類(ENTl, CNTl, CNT2,
MRP9, FLIPTl, TfRl, MRP8)の膜タンパク質の発現量がIC50値と相関した(p<0.05)｡ ENTlは核
酸トランスポーターであり､ GEM取り込みの主要なトランスポーターであると考えられてきた｡し
かしながら､障癌細胞株におけるそのタンパク質発現量はIC50値の高いGEM低感受性な細胞程高
発現する結果となった｡更にENTlは全ての腰痛組織において検出され､無再発生存期間(DFS)の
短い症例で高発現する傾向を認めた｡ ENTlはGEM低感受性のマーカータンパク質の候補となり
得る可能性が考えられた｡
第2章では､ GEM感受性の異なる2種類の細胞株からGEM獲得耐性モデルを作成し､獲得耐性
機構を検討した｡ 【5-3H]Gemcitabineを用い輸送特性を解析すると､ GEM獲得耐性謄癌細胞株では
【5-3H]Gemcitabineの濃度が上昇しても細胞内蓄積量が増加しないことが明らかとなった｡更に親
株では飽和性輸送を介し時間依存的にGEMを細胞内に取り込むのに対し､獲得耐性株では取り込
み及び飽和性輸送を認めなかった｡これより､障癌のGEM獲得耐性機構としてGEM取り込みの
著明な減少が大きく関与することが示唆された｡そこで､豚癌細胞におけるGEM取り込みの主要
なトランスポーターを探索すると､Na+非依存性且つ1〃MNBMPR感受性であることが分かった｡
同条件を満たしGEMを基質とすることから､ ENTlがGEM取り込みの主要なトランスポーター
であると考えられてきた｡しかしながら､ 1〃M NBMPR存在下ではGEMによる細胞増殖阻害効
果が抑制されたのに対し､ ENT1-siRNAを用いたENTl選択的ノックダウン条件下では細胞増殖阻
害効果は抑制されなかった｡また､腰癌細胞のGEMに対するMichaelis定数(Km値)は､ ENTlの
GEMに対するKm値の1/200以下と大きく異なっていた｡更にENTlタンパク質発現量は親株と
比較し獲得耐性株で有意に高発現していた｡これらの結果から､ Na+非依存性且つ1〃M NBMPR
に感受性を有するETNlではないトランスポーターによる取り込み能の著明な減少がGEM獲得耐
性機構に大きく関与することが示唆された｡
両章を通じ､ ENTlはGEM感受性の低い腰癌細胞及び組織で高発現する傾向を認め､ ENTlは
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GEMの細胞毒性に対し影響が小さいことが示された｡ENTlではないトランスポーターが障癌細胞
におけるGEM取り込みに関与しており､そのトランスポーターの機能がGEM感受性に影響する
と考えられる｡
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【所定様式⑬No.1】大学院の課程による者(課程博堰学)
審　査　結　果　の　要　旨
博士論文題名.腰痛のグムシタビン感受性予測のためのタンパク隻発現プロフ7イルと-ど_41-㌢-?I-ピIY･獲億
所属専攻･分野名_…_医科葦_._"-専攻･　　消化器外科学　　…_Lh_野
氏名.___-_JrJ_.ロ"__a""___I"_-_-__.__.
提出された論文は2部構成となっており､前半部ではLCIMS瓜正Sを用いて肺癌細胞における
膜タンパク質及びグムシタビン関連代謝酵素のタンパク質発現量プロファイルが検討されてい
る｡ここで用いられている実験方法は､近年注目を集めるプロテオミクス技術を応用した複数の
タンパク質の発現量を同時に絶対定量するものであり､本手法を肝癌とグムシタビン感受性の検
討に用いた報告はこれまでにない｡また､ 100種類ものタンパク質の発現量を同時に定量した結
果もこれまでになく､本論文の新規性は十分に認められる｡更に､手術標本を用いた検討は外科
学の教室ならではのものであり､n数が少なく断定的な結論には至っていないものの今後の展望
が期待される結果である｡
後半部では､グムシタビン獲得耐性陣癌細胞株を樹立しその機構について検討されており､グ
ムシタビンの細胞内-の取り込み能の著明な減少が耐性を獲得する主要な原因の一つであるこ
とを解明している｡また､従来グムシタビンの主要な取り込みトランスポーターはENTlであ
るとされてきたが､阻害剤とsiRNAを用いた機能解析結果に解離があることからENTlとは異
なるトランスポーターがグムシタビンの取り込みに関与するのではないかという点に着目し検
討を付加しているQ ENTlとは異なる新規トランスポーターの解明には至っていないものの､機
能及び発現量の両点から解析がなされており､比較的頑強性の強いデータと言える｡今回示され
た結果はこれまでの報告とは異なる新たな知見であり､陣痛のグムシタビン感受性規定因子とし
て注目すべき重要な見解である｡よって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める
ものである｡
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